人 类 线粒体 肌 酸 激酶 uMtCK 的 底 物 结合 位 
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摘要 : 研究 人 类 线粒体 肌 酸 激酶 uMtCK 的 结合 位 点 ， 将 其 与 底 物 肌 酸 和 ATP 结合 有 关 
进 4. 


的 关键 氨基 酸 进 行 突 变 , 并 对 突变 体 进行 酶 动力 学 和 圆 二 色谱 数据 分 析 , 探讨 这 些 关 键 氨基 
酸 在 底 物 识别 和 催化 过 程 中 的 作用 。 结 果 显 示 ， 与 野生 酶 相 比 ， 突 变 体 Q313A 和 及 336A 的 
K,C 分 别提 高 了 2.6 和 2.9 4%, hea 下降 了 19%42 55%; 同样 地 ， 与 ATP 结合 相关 的 突变 体 


R125A 和 R287A 分 别 使 得 K,ATP HÈ T 3.2 49 42, ku FET 72% 和 38%。 以 上 结果 表明 突 
变 体 R125A、R287A、Q313A 和 R336A 影响 对 底 物 的 


结合 ， 


同时 也 降低 了 酶 促 反应 的 速度 。 
利用 圆 二 色谱 比较 野生 酶 与 不 同 突变 体 的 二 级 结构 并 无 明显 变化 ,但 进 一 


步 的 结构 模拟 表明 
底 物 结合 位 点 氨基 酸 在 与 底 物 之 间 的 气 键 对 底 物 的 识别 和 酶 催化 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。 
关键 词 : 肌 酸 激 酶 ; 定点 突变 ; 酶 动力 学 ; 结构 模拟 
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Abstract: To investigate the function of the key residues in the binding site of human uMtCK 
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onto substrate creatine (Cr) and ATP, in this work, nine mutants of human uMtCK were 
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constructed by using site-directed mutagenesis and analyzed by enzyme kinetics, circular 
dichroism spectra and protein structural simulation. The Kn value of Q313A and R336A and 
K,^'" values of R125A and R287A were 2.6, 2.9, 3.2 and 4.2 folds higher than that of the 
wild-type (WT), and the kcar values of Q313A, R125A, R287A and R336A 19%, 55%, 72% and 
38% lower than that of WT, respectively. Meanwhile, no significant changes of circular dichroism 
spectra of the mutants were observed compared with WT. The structure model analysis indicated 
that the mutations altered the hydrogen bonds between the key amino acid residues and substrates, 
thus creating an unfavorable local environment for substrate binding and catalysis, as reflected by 
the increased Kn and decreased kear of mutants, consequently inactivation of human uMtCK. 

Key words: Creatine Kinase; Site-directed mutagenesis; Enzyme kinetics; Structural 
simulation 

肌 酸 激酶 (Creatine kinase, CK, EC 2.7.3.2) 属于 磷酸 原 激酶 家 族 ， 通 过 催 
化 可 逆 的 磷酸 化 反应 而 在 兰 椎 动物 的 能 量 代谢 中 发 挥 着 重要 作用 。CK 有 四 种 同 
工 酶 形式 ， 包 括 肌肉 型 OMM-CKO. fii! CBB-CKO. 484624 (MB-CK) 和 线 粒 
体型 CMt-CKO MH， 主要 存在 于 脑 组 织 、 肯 骼 肌 和 心肌 中 。 由 于 肌 酸 激酶 在 细胞 
能 量 循环 的 重要 作用 ， 它 在 调控 糖 酵 解 过 程 P4、 吞 只 细胞 发 挥 吞噬 作用 、 神 经 
弟 质 的 释放 外 和 离子 跨 膜 运 输 等 方面 具有 重要 作用 。 临床 上 诊断 心肌 梗死 的 重要 
指标 之 一 就 是 血清 中 CK 的 含量 , 而 且 CK 也 被 推定 为 很 多 疾病 的 潜在 的 临床 生 
物 标记 物 和 治疗 记 点 I。 人 类 线粒体 肌 酸 激酶 (uMtCK) 在 线粒体 的 氧化 磷酸 
化 反应 和 细胞 凋 亡 中 起 着 重要 的 作用 中, 近期 研究 发 现 uMtCK 在 胰腺 癌 和 乳腺 ; 
中 有 着 异常 的 表达 [8&91。 

肌 酸 激酶 在 不 同 物种 和 构 型 的 序列 一 致 性 较 高 ， 达 到 60%, BS, KT 
肌 酸 激酶 的 结构 生物 学 研究 也 有 许多 重要 发 现 , 包括 UMtCKI0 在 内 的 13 个 肌 酸 
激酶 晶体 结构 已 有 报道 ， 其 中 包括 本 体 [、ADP-Mg”* 复 合 物 0611 和 
ADP-Mg“ 生 :硝酸 根 : 肌 酸 过 渡 态 复合 物 0820。 在 最 初 的 人 源 uMtCK 结构 报道 中 ， 
它 由 四 个 “banana-shaped” 二 聚 体 组 成 的 八 聚 体 存 在 (图 1，A)， 每 个 单 聚 体 的 
结构 都 相似 ,都 包含 两 个 结构 域 : 较 小 的 N 端 结构 域 (氨基 酸 残 基 : 1-95, 红色 ) 
和 较 大 的 C 端 结构 域 (氨基 酸 残 基 120-379, 绿色 ), 两 个 结构 域 之 间 由 一 个 linker 
连接 (氨基酸 残 其 96-119, WE) (图 1，B)。 尽 管 对 于 人 源 uMtCK 的 生化 和 结 
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构 生 物 学 研究 已 有 多 个 报道 ， 但 uMtCK 的 催化 机 理 和 底 物 磷酸 的 转移 过 程 并 未 
探究 清楚 。 未 结合 底 物 的 “开放 ”状态 结构 并 不 能 给 出 具有 活性 酶 - 底 物 复合 物 
的 详细 信息 。 而 且 已 有 研究 报道 趾 电 负 性 氨基 酸 E226、E227 和 D228 对 于 催化 
活性 是 必需 氨基 酸 , 但 这 些 氨基 酸 在 催化 过 程 中 所 发 挥 的 作用 并 不 清楚 。 过 去 的 
30 年 中 ， 大 量 的 研究 试图 解释 CK HENLE., Milner-White 和 Watts28 解 析 
CK 与 底 物 的 复合 物 CK-ADP-Mg?"nitrate:creatine 的 三 维 结构 (利用 硝酸 根 模拟 
过 渡 态 中 y- 磷 酸 )， 这 个 结构 在 随后 的 过 渡 态 类 似 物 复合 物 研 究 中 也 被 证 实 ， 如 
人 源 BB-CK (PDB 序号 : 3B6R) US, fj MM-CK (PDB 序号 ; 1U6R) P0 和 
ACFE Ha if, MM-CK (PDB 序号 : 1VRP) [9]， 这 些 底 物 复合 物 唱 体 与 无 底 物 
结合 的 晶体 相 比 ， 显 示 了 与 底 物 结合 的 关键 氨基 酸 ， 并 提供 了 在 底 物 结合 过 程 蛋 
白 构象 变化 的 证 据 。 


M 90° 


1 uMtCK 三 维 结构 


A: uMtCK 八 聚 体 结构 ; B: N 端 结构 域 〈1-95 位 氨基 酸 ， 红 色 )，C 端 结构 域 〈120-379 位 氨基 酸 ， 绿 色 )， 
linker (96-119 位 氨基 酸 ， 黄 色 ) 
Fig. 1 The overall structure of uMtCK 

A: The crystal structure of uMtCK is formed by an octameric fashion; B: N-terminal domain (residues 1-95, red), 


C-terminal domain (residues 120—379, green), linker region (residues 96-119, yellow) 


前 期 研究 已 根据 上 述 过 渡 态 复合 物 构 建 了 uMTCK-Mg?'-ATP-creatine 的 三 
维 模型 。 然 后 利用 分 子 动力 学 MD) 的 方法 优化 复合 物 结构 ， 并 采用 杂 化 密度 
泛 函 理论 方法 B3LYP 对 uMTCK 众 化 作用 下 的 磷酸 根 迁 移 反 应 机 理 进 行 研究 。 
研究 发 现 uMtCK 催化 反应 分 两 步 ， 其 中 E227 作为 催化 残 基 接 受 肌 酸 肽 基 上 的 
Wii. X45 Ex ATP 上 的 高 能 磷酸 基 团 完成 磷酸 转移 ， 可 逆 生 成 磷 
酸 肌 酸 和 ADP。 但 并 未 对 uMtCK 中 关于 肌 酸 和 ATP 的 底 物 结合 位 点 进行 详细 研 
究 ， 本 文通 过 野生 酶 和 突变 酶 的 酶 动力 学 、 圆 二 色谱 和 结构 模拟 来 考量 突变 位 点 
对 于 底 物 结合 和 催化 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 主要 试剂 

ATP 和 肌 酸 均 购 自 Sigma Anl, FMEA (Kan)、 异 两 基 -B-D- 硫 代 吡 喃 半 
乳糖 苷 (OPTOG) 购 自 上 海 生物 工 程 有 限 公 司 。 标 准 分 子 量 和 蛋白 购 自 康 润 生 物 ， 其 
余 试 剂 均 为 国产 分 析 纯 ; pET-28a(+) 和 Escherichia coil BL21(DE3) 均 购 自 Novagen 
公司 。 
1.2 培养 基 


LB 培养 基 : 蛋白 肛 10 g/L, 酵母 膏 5 g/L, NaCl 10 g/L, 121 'C 灭 菌 15 min; 
配置 固体 培养 基 则 加 入 1.5 % 琼 脂 。 


1.3 uMtCK 突变 体 的 构建 

以 前 期 构建 的 表达 uMtCK 的 质粒 P9 为 模板 ,采用 重 登 PCRB0 的 方法 进行 点 
突变 , 引物 序列 如 下 表 , 突变 基因 经 BamH I All Hind HI HED) aI A pET-28a(+), 
构建 重组 表达 质粒 分 别 命 名 为 pET-28uMtCK . pET-28uMtCKR125A 、 
pET-28UMtCKR127A 、  pET-28uMtCKE227A .  pET28uMtCKR231A 、 


pET-28uMtCKR287A 、  pET-28uMtCKQ313A 、  pET-28uMtCKR315A 、 
pET-28uMtCKV320A . pET-280MtCKD330A . pET-8uMtCKR336A , #% A 
BL21(DE3) 后 进行 可 溶性 表达 。 


表 1 定点 突变 设计 的 引物 


Table 1 Primer used for construction of site-directed mutations 
引物 名 称 引物 序列 (5523) 引物 名 称 引物 序列 (5 一 3) 
ck-R125A-F GTCCTGAGCTCTGCCGTGCGTACCG ck-Q313A-F CCTGCGCCTGGCCAAGCGTGGTAC 
ck-RI25A-R | CGGTACGCACGGCAGAGCTCAGGAC  ck-Q313A-R GTACCACGCTTGGCCAGGCGCAGG 
ck-R127A-F GCTCTCGCGTGGCTACCGGTCGTAG ck-R315A-F | GCCTGCAAAAGGCAGGTACCGGCGG 
ck-R127A-R  CTACGACCGGTAGCCACGCGAGAGC  ck-R315A-R CCGCCGGTACCTGCCTTTTGCAGGC 
ck-E227A-F CTGGGTGAACGAAGCAGATCACACC  ck-V320A-F | GGTACCGGCGGTGCCGACACCGCAG 
ck-E227A-R GGTGTGATCTGCTTCGTTCACCCAG ck-V320A-R CTGCGGTGTCGGCACCGCCGGTACC 
ck-R231A-F GAAGATCACACCGCCGTTATCTCC ck-D330A-F CGGTGTGTTCGCCATCAGTAACCTG 
ck-R231A-R GGAGATAACGGCGGTGTGATCTTC ck-D330A-R — CAGGTTACTGATGGCGAACACACCG 
ck-R287A-F TACGGGTCTGGCTGCAGGTGTGC ck-R336A-F GTAACCTGGACGCACTGGGCAAATC 


ck-R287A-R GCACACCTGCAGCCAGACCCGTA ck-R336A-R GATTTGCCCAGTGCGTCCAGGTTAC 


14 重组 蛋白 的 表达 与 纯化 


将 实验 室 前 期 构建 好 的 表达 uMtCK 野生 酶 和 突变 酶 的 表达 菌株 接种 在 LB 
培养 基 (Kan 终 浓度 为 50 pg mL"), 37 C, 200 rpm 培养 到 ODeoo 值 为 0.8-1.0, 
然后 加 入 终 浓 度 为 0.2 mM IPTG，18 °C, 200 rpm 诱导 过 夜 。 将 诱导 后 的 培养 物 
4000 rpm, 4 CH -Ù 10 min, 收集 菌 体 用 Lysis buffer(20 mM 磷酸 缓冲 液 , 500 mM 
NaCl，10 mM WEE, pH7.4) 重 悬 ， 经 高 压 均 质 机 破碎 后 ，18000 rpm，4 'C 
心 30 min， 收 集 上 清 。 


1.5 uMtCK 及 突变 酶 的 纯化 


pET-28a(+) 带 有 His6 标 签 ,因此 选用 TALON® Metal Affinity Resin 来 进行 第 

一 步 纯化 ， 纯 化 过 程 如 下 : 将 破碎 上 清 用 0.45 um 滤 膜 过 滤 ， 然 后 注入 经 Lysis 

buffer 平衡 的 亲 合 层 析 住 ， 并 将 滤 出 液 重 复 上 样 一 次 ; 随后 用 Washing buffer (20 
mM 磷酸 缓冲 液 ，500 mM NaCl, 20mM 咪唑 ，pH7.4) 5 倍 柱 体积 冲洗 ， 最 后 
用 Elution buffer (20 mM 磷酸 缓冲 液 ，5$00 mM NaCl，500 mM PRE, pH 7.4) 

洗 脱 目的 蛋白 。 随 后 将 洗 脱 的 蛋白 在 30 K 超 滤 浓缩 管 (Millipore，USA) 进 行 脱盐 
浓缩 ， 选 用 分 子 排 阻 色谱 Superdex 75 10/300 GL FE (GE) 进行 第 二 步 纯 化 ， 流 


im 


TEA 0.5 mLmin， 色 谱 分 离 过 程 中 采用 280 nm 检测 蛋白 洗 脱 情况 ， 每 ImL/ 
收集 洗 脱 峰 ， 经 SDS-PAGE 检测 后 ， 选 取 有 单一 目的 条 带 的 和 掉 白 超 滤 浓 缩 后 以 
备 后 续 实 验 使 用 。 


1.6 uMtCK 及 其 突变 体 的 活性 分 析 


1.6.1 uMtCK 及 其 突变 体 的 活性 测定 


uMtCK 的 活性 测定 使 用 肌 酸 激酶 活性 测定 试剂 使 (南京 建成 )， 根 据 肌 酸 
激酶 反应 原理 ， 通 过 在 30°C, 660 nm 下 测定 磷 钼 酸 盐 显 色 来 表征 活性 。 


1.6.2 uMtCK 及 其 突变 体 的 动力 学 参数 测定 


C1) Kn“ 值 的 测定 

以 不 同 浓度 肌 酸 CI mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM 和 30 mM), 

5 mM ATP 为 底 物 ，50 mM Tris (pH7.5) 缓冲 体系 ， 加 入 纯化 的 重组 酶 液 。 在 不 

同 底 物 浓度 的 反应 体系 中 37 'C 下 反应 5 min, 酶 标 仪 记录 其 在 Aeeonm 下 的 吸光 值 ， 

用 比 色 法 测定 Meeonn 7K HE P^ W BERA p Em. 3 $k TP GraphPad Prism v5.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) 中 Michaelis-Menten 方程 以 计算 酶 反应 
的 Vinax 和 Km。 

(2) KoA? (R RE] FE 

以 不 同 浓度 ATP (0.1 mM. 0.2 mM. 0.4 mM. 0.8mM, 1.6 mM, 4 mM 和 


8 mM) 和 25 mM Cr 为 底 物 ， 在 50 mM Tris CpH 7.52, 5 mM Mg? fll 2 mM DTT 
下 加 入 适量 uUMtCK， 其 余 测定 过 程 同上 。 
(3) 催化 常数 kea 值 的 测定 
己 知 酶 浓度 ， 根 据 测 得 的 Voas 值 以 及 公式 1-1 计算 Kear 值 。 
Vma=kcal E] 式 (1-1) 
式 中 : [E] 代 表 酶 的 浓度 。 
1.6.3 uMtCK 及 其 突变 体 酶 学 性 质 的 研究 
(1) 温度 对 酶 活力 的 影响 
最 适 反 应 温度 的 测定 : uMtCK 在 不 同 温 度 (20 C. 30 'C. 40 °C. 50 'C 和 
60 C), pH 7.5 的 条 件 下 测定 突变 体 纯化 酶 液 的 酶 活 ， 将 最 高 活力 定 为 100%。 
(2) pH 对 酶 活力 的 影响 


= 


反应 pH 的 测定 : 在 不 同 pH f& (4.0. 5.0. 6.0. 7.0. 8.0 和 9.00, 40°C 
的 下 测定 突变 体 纯 化 酶 液 的 酶 活 ， 将 测 得 的 最 高 活力 定 为 100%。 
1.7 uMtCK 及 其 突变 体 圆 二 色谱 的 测定 

定 条 件 为 : 谱 带 宽度 1.00 nm， 响 应 时 间 0.5 s， 扫 描 速度 100 nm/min， 分 
HES 1 nm. 野生 酶 及 突变 酶 浓度 为 0.1 mg/mL, 缓冲 溶液 为 20 mM PBS, pH 7.5; 
取 待 测 溶液 ， 置 于 光 径 0.1 cm 的 石英 样品 池 中 ， 于 远 紫 外 区 (190-260 nm) 测 定 ， 
重复 扫描 3 次 ， 取 平均 结果 ， 记 录 二 级 结构 图 谱 。 

结果 与 讨论 
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序列 分 析 


对 来 源 于 人 类 线粒体 的 uUMtCK0U、 兔 子 肌 肉 的 RmCKI2、7brpedo californica 
的 TcCK65、 牛 视网膜 的 BrCKH5、 人 类 脑 型 hbBBCKU53 和 人 类 线粒体 的 MibCK"3! 
进行 了 序列 比 对 (图 2)， 发 现 这 6 个 不 同 来 源 的 CK 序列 相似 度 在 70% 以 上 ， 
并 且 肌 酸 底 物 结合 位 点 (R127、E227、Q313 和 R336) 和 ATP 底 物 结合 位 点 (R125、 
R127、R231、R287、R315、V320 和 D330) 的 氨基 酸 在 不 同 来 源 的 序列 中 高 度 
保守 。 
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2 CK 的 同 源 序列 比 对 
注 : 星 号 为 uMtCK 的 肌 酸 和 ATP 的 结合 位 点 
Fig. 2 Amino acid sequence alignment of CKs 


Note: The residues of uMtCK interacting with the binding site of the creatine and ATP are marked with stars. 


2.2 uMtCK 及 其 突变 体 的 表达 与 纯化 


chinaXiv:201803.01116v1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


通过 重组 质粒 转化 ， 成 功 表达 全 长 的 uMtCK 及 其 突变 体 的 重组 细菌 ， 在 
37 'C,200 rpm 的 条 件 下 ,培养 至 OD6eoo 达 到 0.8-1.0 之 间 , 即 加 入 终 浓 度 为 0.2 mM 
的 IPTG, £E20'C, I2h 条件 下 诱导 目的 蛋白 表达 ,在 这 需 指 出 ， 当 诱导 温度 高 
于 30 'C 时 ,得 到 的 大 部 分 目的 蛋白 为 包涵 体 ， 最 佳 的 诱导 温度 为 16-22 CM. 


得 到 的 发 酵 液 经 破碎 和 离心 后 , 利用 Co** 亲 和 树脂 填料 进行 第 一 步 纯化 , 然后 对 
洗 脱 的 蛋白 离心 浓缩 后 选用 分 子 排 阻 色谱 Superdex 75 10/300 GL 柱 进 行 第 二 ; 
纯化 ， 经 SDS-PAGE 检测 后 将 纯度 较 高 的 目的 蛋白 样品 离心 浓缩 以 备 后 续 使 用 
(图 3)。 
ka M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 


图 3uMtCK 及 其 突变 体 的 表达 与 纯化 
Fig. 3 SDS-PAGE analysis of purified recombinant uMtCK and mutants. 
M: Protein Marker; 1-11: uMtCK, uMtCKR125A, uMtCKR127A, uMtCKE227A, uMtCKR231A, uMtCKR287A, uMtCKQ313A, 


uMICKV320A, uMICKR315A, uMICKD330A , uMICKR336A 
2.3 uMtCK 及 其 突变 体 酶 学 性 质 分 析 

前 期 通过 与 过 渡 态 类 似 物 复合 物 (PDB 序号 : 1U6R 和 1VRP) 三 维 结构 比 
对 得 到 底 物 小 分 子 的 空间 位 置信 息 ， 将 ATP, Mg RIRIA uMtCK 三 维 结构 
的 催化 活性 中 心 ， 以 此 构建 uMtCK.ATP-Mg2+:creatine 三 元 复合 物 的 空间 结构 ， 
进行 10 ns 的 动力 学 模拟 优化 结构 ， 得 到 与 结合 肌 酸 相关 的 作用 位 点 为 R127、 
E227. Q313 和 R336， 与 结合 ATP 有 关 的 氨基 酸 为 R125、R127、R231、R287、 
R315、V320 和 D330。 将 相应 所 基 酸 突变 为 丙 氨 酸 后 ， 突 变 体 R127A、E227A 
All R231A 完全 失去 活性 ， 突 变 体 R287A、R315A 和 R336A 相对 于 uMtCK 活性 
[XXE 20% 以 下 ， 表 明 RI25. R127, E227. R231, R287. Q313. R315, V320, 
D330 和 R336 底 物 识别 结合 或 底 物 催化 过 程 中 起 关键 作用 ， 所 以 本 文 想 通过 两 


氨 酸 扫描 实验 并 结合 酶 学 实验 数据 , 对 上 述 位 点 进行 更 深入 的 酶 学 性 质 分 析 ， 以 
期 分 析 上 述 位 点 在 底 物 结合 和 催化 过 程 中 所 发 挥 的 作用 。 
适 温度 的 结果 显示 《图 4，a)， 突 变 酶 Q313A 的 最 适 温度 在 30 C， 相 比 

于 野生 酶 的 最 适 温度 降低 了 5 'C， 而 突变 体 R287A 的 最 适 温度 相 比 于 野生 型 升 
高 了 5 C， 达 到 40 '‘C， 其 余 突变 体 R125A 和 R336A 的 最 适 温 度 与 野生 型 相同 ; 

iG pH 的 数据 (图 4，b) 表明 突变 体 R125A 的 最 适 pH 在 6.0， 比 野生 型 的 最 
适 pH 低 了 一 个 单位 ， 其 余 突变 体 的 最 适 pH 值 与 野生 型 的 保持 一 致 。 实 验 数 据 
表明 将 与 肌 酸 和 ATP 结合 相关 的 位 点 对 uMtCK 众 化 反应 的 最 适 温度 和 pH 影响 
有 限 。 同 时 对 具有 活性 的 突变 体 进行 了 酶 动力 学 研究 , 实验 结果 表明 突变 体 均 不 
同 程度 降低 了 uMtCK 对 底 物 的 亲和力 和 催化 速度 。 其 中 与 肌 酸 结合 相关 的 313 
位 的 Gln 突变 为 Ala Ja, Kn 提高 了 近 3 倍 ， 表 明 突 变 体 对 肌 酸 的 杀 和 力 下 降 ， 
同时 ka 也 相 较 于 野生 型 下 降 了 1996 C6 1)， 证 明 突 变 体 Q313A 不 仅 影 响 对 肌 
酸 的 结合 ， 同 时 也 降低 了 酶 促 反 应 的 速度 ; 同样 地 ， 与 ATP 结合 相关 的 R125A、 
R287A 和 R336A 突变 体 分 别 使 得 Kw 了 数值 升 高 了 3.2. 42 和 2.6 倍 ， 同 时 kear 
也 相 较 于 野生 型 分 别 下 降 了 72%、38% 和 55%， 说 明 突变 体 R125A、R287A 和 
R336A 不 仅 影响 对 ATP 的 结合 ， 也 同时 降低 了 酶 促 反 应 的 速度 。 
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4 uMtCK 及 其 突变 体 的 最 适 温度 和 pH 
Fig. 4 Effect of optimum temperature and pH on the acitivity of uMtCK and mutants 


表 1 uMtCK 及 突变 体 催化 动力 学 常数 
Table 1 Kinetic parameters obtained for uMtCK and mutants 
Kn (mM) KAT? (mM) Kea CS!) 


uMtCK 11.240.5 1.4 士 0.2 4731.7 


R125A 16.2+0.9 4540.4 1340.9 


~ 
C | 


R287A 13:7 二 ls 5.91.2 2942.2 
Q313A 29.4£0.7 1.50.5 3843.1 
R336A 324-2. 3.70.2 2141.8 


2.4 uMtCK 及 其 突变 体 圆 二 色谱 的 测定 
由 WT、R125、R127、E227、R231、R287、Q313、R315、V320、D330 和 
R336 二 级 结构 的 CD J6 CALS) 可知， 各 突变 体 的 二 级 结构 与 野生 型 相 比 没有 
明显 变化 , 通过 分 析 软 件 CDNN 2.1 计算 野生 酶 和 突变 酶 各 二 级 结构 所 占 的 比例 
( 表 2) 的 结果 显示 ， 与 野生 酶 相 比 ， 各 突变 酶 的 二 级 结构 没有 明显 的 变化 ， 即 
各 突变 位 点 没有 引起 uMtCK 和 蛋白 二 级 结构 的 变化 。 由 于 突变 体 R127A、E227A、 
R231A、R287A、R315A 和 R336A 均 完 全 或 基本 琢 失 活性 ， 而 相应 的 突变 体 二 
级 结构 均 无 明显 的 变化 ， 说 明 这 些 位 点 的 突变 并 未 对 蛋白 的 整体 结构 产生 影响 ， 
活性 的 丧失 更 可 能 是 由 于 突变 使 得 相应 位 点 空间 结构 发 生变 化 而 引起 的 。 


— WT 

— RIZA 
== RIZA 
— E2214 
== RAIA 
—— R287A 
— — Q313A 
— — R315A 
— — V320A 
—— D330A 
— — R336A 
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Circular Dicchroism (mdeg ) 


190 200 210 220 230 240 250 260 
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5 uMtCK 及 其 突变 体 的 CD 光谱 
Fig. $ Circular dichroism of uMtCK and mutants 


表 2 uMtCK 及 其 突变 体 二 级 结构 的 含量 
Table 2 The content of secondary structure in uMtCK and mutants 
WT R125A  RI27A  E227A  R231A  R287A  Q313A  R315A  V320A  D330A  R336A 
Helix 25.1% 22.196 23.7% | 22.396 24.996 24.696 25.2% 27.1% 21,396 25.1% 23.0% 
Antiparallel 12.2% 17.3% 15.0% 17.2% 13.0% 14.0% 12.7% 10.7% 19.0% 12.2% 15.4% 
Parallel 6.5% 6.2% 6.4% 6.2% 6.6% 6.5% 6.5% 6.7% 6.0% 6.5% 6.2% 
Beta-Turn 16.4% 17.396 16.8% 17.2% 16.4% 16.7% 16.4% 16.0% 17.7% 16.4% 17.1% 


Rndm Coil 36.6% 36.8% 37.4% 37.2% 37.5% 36.7% 36.8% 36.6% 35.9% 36.6% 36.3% 
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3 讨论 
由 于 uMtCK 蛋白 结构 的 限制 ,为 了 催化 反应 的 进行 ， ATP-Mg** 和 肌 酸 分 别 


具有 各 自 的 优势 构象 ， 并 且 肌 酸 和 ATP 分 别 有 各 自 的 结合 腔 〈 图 6)。 
| w ! 


6 uMtCK 的 肌 酸 和 ATP 底 物 结合 腔 
注 : MR GEE), ATP (红色 )， 图 片 由 PyMOL(https://pymol.org) 生 成 
Fig. 6 A close-up view of creatine binding pocket and ATP binding site 


Note: creatine (blue), ATP (red), the structural figure were generated with PyMOL (http://www.pymol.org) 

肌 酸 的 结合 腔 如 图 7 a 所 示 ，E227 Be PaaS LIRE RIS USE ZL IE GN SAE 
而 已 有 晶体 复合 物 报 道 的 TcCKI09、RmCKP0 和 hBBCKI8 相 对 应 位 置 的 谷 氮 酸 
均 与 肌 酸 的 遥 基 形成 两 个 氢 键 ， 说 明 E227 在 肌 酸 激酶 序列 中 高 度 保守 且 对 于 肌 
酸 的 结合 也 尤为 重要 。 在 uMTCK-Mg”*-ATP-creatine 空间 结构 中 ，R127、Q313 
和 R336 均 与 肌 酸 的 羧基 形成 氧 键 ， 这 些 关键 氨基 酸 与 底 物 的 相互 作用 使 得 肌 酸 
销 定 在 活性 催化 位 置 ， 可 以 对 ATP-Mg 关 进行 亲 核 攻击 。 而 R127A、Q313A 和 
R336A 破坏 了 这 些 与 底 物 相互 作用 的 氢 键 (图 7b)， 使 得 突变 体 无 法 识别 肌 酸 
或 不 能 在 正确 的 位 置 固定 肌 酸 ， 导 致 后 续 对 ATP 的 亲 核 攻击 无 法 进行 ， 也 就 造 
成 了 突变 体 的 失 活 ;而 与 ATP 结合 有 关 的 关键 氨基 酸 中 存在 5 个 高 度 保守 的 精 
氨 酸 (图 7c)， 这 5 个 精 氨 酸 在 不 同 来 源 的 CK 中 普遍 存在 ， 他 们 直接 与 ATP 
的 磷酸 基 团 有 直接 相互 作用 并 稳定 带 负 电 的 磷酸 基 团 051820 ， 在 
UMTCK-Mg2-ATP-creatine 空间 结构 中 R125 与 ATP 的 Og. R127 与 ATP 的 Oy 
和 肌 酸 羧基 的 氧 原子 、R231 与 ATP 的 On R287 与 ATP ou- 磷 酸 和 有 -磷酸 基 团 之 
间 的 氧 原子 、R315 与 ATP 的 Os 和 0O 均 有 氧 键 相 互 作用 ， 这 些 相互 作用 组 成 了 
氧 键 作 用 网 络 从 而 帮助 稳定 带 负电 的 磷酸 基 团 ， 这 与 之 前 的 研究 相符 。D336 和 
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V320 也 与 ATP 之 间 有 相互 作用 。 我 们 推测 这 些 氧 键 帮助 肌 酸 和 ATP-Mg?* AE T- 
反应 发 生 的 位 置 ， 使 得 磷酸 转移 可 以 发 生 。 而 将 相应 的 氨基 酸 突 变 为 两 氨 酸 后 ， 
这 些 关键 氨基 酸 与 ATP 的 氧 键 全 部 丧失 〈 图 7 d)， 使 得 突变 酶 丧失 对 ATP 的 结 
合 能 力 ， 也 就 导致 ATP 的 高 能 磷酸 基 团 无 法 转移 至 肌 酸 上 。 已 有 大 量 文 献 报 道 
氢 键 在 底 物 结合 和 催化 发 挥 着 重要 的 作用 05202729， 本 文 将 uMtCK 的 R125, 

R127、E227、R231、R287、Q313、R315、V320、D330 和 R336 RA AN AR, 
在 没有 引起 明显 二 级 结构 的 改变 下 ， 会 使 uMtCK 的 活性 大 幅 降低 或 丧失 ， 通 过 
三 维 结构 的 模拟 对 比 发 现 氧 键 的 缺失 应 是 关键 因素 之 一 。 


Creatine 


UJ i , A227 


7 uMtCK 及 其 突变 体 的 三 维 结构 分 析 ; (a,b) uMtCK 及 其 突变 体 肌 酸 结合 腔 ; (c,d) uMtCK 及 其 突变 
体 ATP 结合 腔 ; 关键 氨基 酸 为 棒状 模型 ， 金 色 虚 线 表示 和 氢 键 ;图片 由 PyMOL(https:/pymolorg) 生 成 
Fig. 7 Structural analysis of the uMtCK and mutants; (a, b) The models of the creatine and its surroundings; (c, d) 
The models of the ATP and its surroundings. The entire protein is shown in cartoon. ATP, creatine, and residues 
interacting with them are displayed in stick and labeled. The dotted lines indicate hydrogen-bonding network 
around the residue at creatine or ATP. The structural figures were generated with PyMOL (http://www.pymol.org) 


4 结论 
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通过 前 期 研究 发 现 uMtCK 的 肌 酸 和 ATP 的 结合 位 点 , 将 这 9 个 关键 氨基 酸 
相应 地 突变 为 丙 氨 酸 , 动力 学 实验 显示 突变 体 R125A、R287A、Q313A 和 R336A 
与 野生 酶 相 比 ， 对 相应 底 物 Km EFs kear 下 降 ， 圆 二 色谱 结果 显示 突变 体 的 二 级 
结构 无 显著 性 变化 , 根据 蛋白 结构 模拟 结果 我 们 推测 氢 键 为 底 物 识 别 和 催化 反应 
的 关键 相互 作用 。 
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